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Abstract
　　Vascular　endothelial　growth　factor　（VEGF）　and　thymidine　phosphorylase　（TP）　are　known　as　potent
angiogenic　factors．　In　this　study，　we　investigated　the　relationship　between　the　expression　of　these　two　factors
and　its　clinical　significance　in　invasive　breast　carcinoma．　Tumor　specimens　of　93　patients　with　invasive　breast
cancer　were　immunostained　for　VEGF，　TP　and　CD34．　Correlations　between　VEGF，　TP，　microvessel　counts，
and　clinicopathological　variables　were　evaluated．　54　cases　（58．IYo）　were　positive　for　VEGF　in　tumor　cells
（VEGF十），　68　cases　（73．1％）　and　44　cases　（47．3％）　were　positive　for　tumor　cell　TP　（tTP十）　and　stroma　cell　TP
（sTP十）　respectively，　and　45　cases　（48．4％）　expressed　both　VEGF　and　TP　in　tumor　cells　（VEGF十／tTP十）．
VEGF，　tTP　and　sTP　significantly　correlated　with　each　other，　and　with　microvessel　counts，　respectively．　The
mean　microvessel　counts　in　the　VEGF十／tTP十　group　were　significantly　higher　than　those　of　the　VEGF十
group　and　tTP十　groups．　VEGF　expression　significantly　correlated　with　tumor　size　and　lymph　node
metastases，　but　did　not　correlate　with　distant　metastases．　tTP　and　sTP　correlated　with　none　of　the　variables
studied．　VEGF十／tTP十　significantly　correlated　with　not　only　tumor　size　and　regjonal　lymph　node　metastases
but　also　with　distant　metastases．　lnvasive　breast　cancers　expressing　both　VEGF　and　TP　seem　to　be　more　often
associated　with　development　of　distant　metastases．
Introduction
　　Angiogenesis　is　a　critical　step　in　tumor　growth　and
metastasis，　and　is　induced　by　angiogenic　molecules
produced　by　tumor　cells　and　infiltrating　cellsi，2）．　Vas－
cular　endothelial　growth　factor　（VEGF）　and　thymidine
phosphorylase　（TP）　are　two　potent　angiogenic　factors．
VEGF　is　a　secreted　endothelial　cell－specific　mitogen　and
induces　angiogenesis　in　vivo　through　specific　combina－
tion　with　its　two　receptors　selectively　expressed　on
vascular　endothelial　cells3N5）．　TP，　also　known　as
platelet－derived　endothelial　cell　growth　factor　（PD－
ECGF）6N8）　is　chemotaxic　but　not　mitogenic　for　endo－
thelial　cells　and　induces　angiogenesis　in　vivo9・iO）．　TP　is
not　a　secretory　protein　because　it　lacks　a　signal　pep－
tideii）．
　　Although　expressions　of　VEGF　and　TP　have　been
shown　independently　to　correlate　with　angiogenesis　in
many　human　cancers　including　breast　canceri2A’i9），　the
relatio ship　between　the　expression　of　VEGF　and　TP
and　their　clinical　significance　remains　unclear．　ln　the
present　study，　we　investigated　the　relationship　between
the　expression　of　VEGF　and　TP　in　the　same　series　of
samples，　and　tried　t 　clarify　their　clinical　signi丘cance　in
invasive　breast carcinoma．
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Materials　and　Methods
　　Patients　and　Surgical　Specimens
　　Paraffin－embedded　tumor　specimens　from　93　random－
ly　chosen　patients　with　invasive　breast　cancer　who
underwent　standard　or　modified　radical　mastectomy
between　1993　and　2000　were　studied．　There　were　23
cases　with　distant　metastases　（lung　6，　bone　6，　liver　4，
multiple　4，　others　3）．　The　average　age　at　surgery　was
53．lyears　（26－93　years）．　The　clinicopathological
characteristics　of　the　patients　are　summarized　in　Table　1．
The　WHO　classification　was　used　for　histological　diag－
nosis20）．　Patients　with　metastatic　diseases　were　treated
by　adj　uvant　radiotherapy，　tamoxifen　or　chemotherapy
mainly　consisting　of　cyclophosphamide，　epiadramycin，
5一伽ourouracil．　The　median　fbllow－up　period　was　46
months　（2－81　months）．
　　Immunohistochemical　Staining
　　The　mouse　monoclonal　antibodies　for　VEGF　（Santa
Cruz　Biotechnology，　Santa　Cruz，　CA，　USA）　and　TP
（Nippon　Roche　Research　Center，　Kanagawa，　Japan）
were　used　at　1：100　and　1：500　dilutions，　respectively．
A　diluted　mouse　monoclonal　antibody　for　CD34
（Nichirei　Corporation，　Tokyo，　Japan）　was　used　directly．
The　streptavidin－biotin　method　was　used．　The　sections
were　deparaMnized　with　xylene　and　dehydrated　with　a
series　of　graded　ethanol．　Endogenous　peroxidase　was
blocked　for　30　minutes　by　absolute　methanol　containing
O．3％　hydrogen　peroxide．　Sections　blocked　with　10％
normal　rabbit　serum　for　20　minutes　were　incubated　with
primary　antibodies　at　40C　overnight．　The　sections　were
incubated　for　30　minutes　sequentially　with　biotinylated
rabbit　anti－mouse　immunoglobulin　G　（lgG）　and
streptavidinperoxidase　reagent　（Histofine　SAB－PO　Kit，
Nichirei　Corporation，　Tokyo，　Japan）．　The　immune
complex　was　visualized　by　incubating　the　sections　with
O．5　mg／ml　diaminobenzidine　and　O．03％　hydrogen　pero－
xide　in　phosphate　buffered　saline　for　5　minutes．　The
sections　were　counterstained　with　hematoxylin　and
mounted．　Staining　with　normal　mouse　IgG　was　perfor－
med　as　a　negative　control．
　　Evaluation　of　lmmunostaining　and　Microvessel
　　Counting
　　According　to　the　percentage　of　positive　cells，　the
intensity　of　VEGF　and　TP　staining　oftumor　and　stroma
cells　was　graded　as　一，O％；　±，　〈5％；　十，5rv25％；　一，
25－v50％；一，　＞50％．　Microvessel　counts　（CD34－
positive　cells）　were　assessed　in　areas　of　the　tumor
containing　the　highest　numbers　of　capillaries　and　small
venules　at　the　invasive　edge，　on　the　basis　of　the　criteria
of　Weidner　et　a12i）．　Microvessel　counting　was　perfor－
med　under　a　200×field　（20　X　objective　lens　and　10×
ocular　lens，　O．739　mm2　per　field）　by　two　investigators
blinded　to　the　patient’s　clinicopathological　findings，
using　a　double－headed　light　microscope　simultaneously．
　 Statistical　Analyses
　Spearman’s　rank　correlation　analysis　was　used　to
valuate　the　relationship　between　VEGF，　TP　expression
and　microvessel　counts，　and　the　relationship　between
VEGF，　TP　 xpres ion　and　clinicopathological　variables．
The　influence　of　various　variables　on　distant　metastasis
was　examined　by　multiple　logistic　regression　analysis．
The　microvessel　count　data　were　presented　as　means±
standard　deviation．　Differences　in　microvessel　counts
among　groups　w e　determined　by　two－sided　Student’s
t－test．　A　v lue　of　P〈O．05　was　considered　to　indicate
statistical significance．
Results
　　Of　93　tumors，　54　（58．1％）　were　positive　for　VEGF，
mainly　in　the　cy oplasm　of　the　tumor　cells　（VEGF十）
（Figure　l），　一，　25　（26．9％o）；　±，　14　（15，1％o）；　十，　21
（22．6％）；　一H一，19（20．4％）；　一HF，14（15．1％）．　TP　expression
wa 　observed　both　in　the　cytoplasm　or　nuclei　of　tumor
cells　and　stroma　cells　（stroma　cells　included　all　types　of
the　infiltrating　cells　around　the　tumor　cells，　including
macrophage， fibroblast　and　so　on．）　（Figure　2）．　68
（73．1％）　were　posit ve　for　tumor　cell　TP　（tTP十），　一，　18
（19．4％）；　±，　7　（7．53％）；　十，　20　（21．5ero）；　一，　20　（21．50ro）；
十，　28　（30．1％）．　44　（47．3Yo）　were　positive　for　stroma　cell
TP　（sTP十），　一，　21　（22．6％）；　±，　20　（21，50ro）；　十，　21
（22．6％）；　一，　8　（8．6％）；　十，　15　（16．1％）．　45　（48．4％）　ex－
pressed　both　VEGF　and　TP　in　tumor　cells　（VEGF十／
tTP十）．　VEGF　expression　significantly　correlated　with
tumor　size　（p＝O．O　l　14）　and　lymph　node　involvement
（p＝O．0164），　had　no　correlation　with　distant　metastases
or　other　clinicopathological　variables　such　as
menopause　s atu ，　hormonal　receptor　status，　histopatho－
logical　type，　lymphatic　and　venous　invasion．　tTP　and
sTP correlated with　none　of　the　variables　studied．
Expression　of　VEGF／tTP　significantly　correlated　not
only　with　tumor　size　（p＝O．oo　18）　and　lymph　node
metastases　（p＝O．0328）　but　also　with　distant　metastases
（p　＝　O．0198）　（Table　1）．
　　Spearman’s　rank　correlation　analysis　showed　a
significant　correlation　between　VEGF，　tTP　and　sTP，
and　a　significant　correlation　between　VEGF，　tTP，　sTP
and　microvessel　c unts　（Table　2）．　The　mean　microves－
sel　counts　in　VEGF十／tTP十　group　were　significantly
higher　than　those　of　the　VEGF十　group　and　tTP十
g oup （Tabl 3）．　The　mean　microvessel　counts　in
distant　metasta es　cases　were　significantly　higher　than
those　of　cases　w thout　distant　metastases　（Table　4）．
Multiple　logistic　regression　analysis　showed　that　lymph
node　met stases　and　microvessel　counts　independently
（2）
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Table　1　Correlation　between　Clinicopathological　Variables　and　VEGF，　TP　Expression
VariablesNumber
　　93
VEGF十（％）
　54　（58．1） CoeMcient　（P）
tTP十（％）t
68　（73．1） CoeMcient　（P）
sTP十（％）t
44　（47．3） CoeMcient　（P）
VEGF十／tTP十
　　　45　（48．4） CoefEtcient　（P）
Menopause
　　　Pre
　　　Post
ER＊
　　　十
　　　Unknown
Histology
　　Ductal
　　Lobular
　　Others
Tumor　size
　　：msg　2　（cm）
　　2．1－5
　　＞5
Node　Metastasis
　　o
　　1－3
　　）3
Distant　Metastasis
　　十
Lyphatic　invasion
　　十
Venous　invasion
　　十
46
47
38
32
23
72
　3
18
41
36
16
57
14
22
70
23
68
25
72
21
27　（58．7）
27　（57．4）
23　（60．5）
21　（65．6）
41　（56．9）
3　（100．O）
10　（55．6）
17　（41．5）
25　（69．4）
12　（75．0）
29　（50．9）
9　（64．3）
16　（72．7）
37　（52．9）
17　（73．9）
35　（51．5）
19　（76．0）
39　（54．2）
15　（71．4）
一〇〇37　（O．7233）
一〇．oo9　（O．9375）
　O．081　（O．4380）
　0264　（O．O114）
　O．250　（O．0164）
　O．201　（O．0538）
　O．185　（O．0752）
　O．110　（O．2920）
34　（79．3）
34　（72．3）
32　（84．2）
21　（65．6）
53　（73．6）
3　（100．O）
12　（66．7）
24　（58．5）
30　（23．3）
14　（66．7）
38　（66．7）
10　（71．4）
20　（90．9）
47　（67．1）
21　（91．3）
48　（70．6）
20　（80．0）
51　（70．8）
17　（80．9）
一〇．093　（O．3718）
一〇．187　（O．1211）
　O．oo　1　（O．9948）
　O．188　（O．0720）
　O．181　（O．0826）
　O．115　（02717）
　O．133　（02009）
　O．102　（O．3280）
21　（45．7）
23　（48．9）
23　（60．5）
12　（37．5）
34　（47．2）
3　（100．O）
7　（43．8）
17　（41．5）
20　（55．6）
7　（389）
24　（42．1）
7　（50．0）
13　（59．1）
31　（44．3）
13　（56．5）
29　（42．6）
15　（60．0）
31　（43．1）
13　（61．9）
　O．016　（O．8805）
一〇．167　（O．1663）
一〇．060　（O．5668）
　O．159　（O．1275）
　O．154　（O．1384）
　O．054　（O．6013）
　O．173　（O．0979）
　O．156　（O．1338）
23　（50．0）
22　（46．8）
22　（57．9）
14　（43．8）
34　（47．2）
3　（loo．o）
8　（44．4）
13　（31．7）
20　（55．6）
12　875．0）
23　（40．4）
7　（50．0）
15　（68．2）
29　（41．4）
16　（69．6）
30　（44．1）
15　（60．0）
33　（45．8）
12　（57．1）
一〇D32　（Q7594）
一〇．161　（O．1805）
　O．026　（O．7997）
　O．325　（O．oo　18）
　O．223　（O．0328）
　0234　（O．0198）
　O．141　（O．1765）
　O．095　（O．3641）
ttTP，　tumor　cell　TP；　t　sTP，　stroma　cell　TP；　’ER，　estrogen　receptor，　；ll　13　fmol／mg　was　defined　as　positive．
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Immunostaining　for　VEGF．　lntense　staining　in　the　cytoplasm　of　the　tumor　cells　（×100）．
Immunostaining　for　TP．　lntense　staining　in　the　cytoplasm　and　nuclei　of　tumor　cells　and　stroma　cells　（×100）．
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Table　2　Relationship　between　VEGF，　tTP，　sTP，　VEGF／tTP　and　Microvessel　Counts
Correlation CoeMcient P－value
VEGF　vs　Microvessel　Counts
tTP　vs　Microvessel　Counts
sTP　vs　Microvessel　Counts
VEGF／tTP　vs　Microvesset　Counts
VEGF　vs　tTP
VEGF　vs　sTP
tTP　vs　sTP
O．533
0．561
0．268
0．560
0．366
0．325
0．588
〈O．OOOI
〈　O．OOOI
　O．0103
〈O．OOO　l
　O．Ooo4
　0．OO　18
〈O．OOO　1
Table　3Correlation　between　VEGF／tTP　Status　and
Microvessel　Counts
Table　4Correlation　between
Microvessel　Counts
Dis ant　Metastasis　and
VEGF／tTPNumberMicrovessel　CountsDistant
MetastasisNumberMicrovessel　countsP－value
一／一
＋／一
一／＋
＋／＋
16
　9
23
45
29．437　±　9．150a
49．254±34．996b
67580±19．583C
89289±33．119d
Positive
Negative
23
70
97．145　±　27．476
60．748　±　33．030
〈O．OOOI
a　vs　b，　p〈O．0406；　a　vs　c，　p〈O．OOO　I；　a　vs　d，　p〈O．OOO　I；
b　vs　c，　p〈O．0685；　b　vs　d，　p〈O．OO　19；　c　vs　d，　p〈O．0052．
Table　5　Multivariate　Analysis　for　Risk　Factors　Affecting　Distant　Metastasis
Variables Odds　ratio 95％　CI＊ P－value
Histology　（Ductal　vs　others）
Tumor　size　（S2cm　vs　＞2cm）
Node　metastasis　（十　vs　一）
Microvessel　counts
VEGF／tTP（十／十vs　others）
O．201一一4．445
0．267一一5．600
0．848一一28．153
1．008一一1．052
0．207r－3．712
O．9523
0．7962
0．0045
0．0065
0．8572
O．954
1．222
7213
1．030
0．876
CI＊：　confidence　interval
correlated　with　distant　metastases　（Table　5）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　Discussion
　　This　study　revealed　that　VEGF　and　TP　were　two
important　factors　involved　in　angiogenesis　and　were
often　expressed　both　in　invasive　breast　cancer．　Further－
more，　expression　of　VEGF／TP　significantly　correlated
not only　with　lymph　node　metastases　but　also　with
distant　metastases．　Although　multivariate　analysis
showed　that　microvessel　counts，　but　not　expression　of
VEGF／ ，　independently　affected　distant　metastases，
wh ch　might　sugg st　that　angiogenesis　progression
involved　in dis ant　metastases　does　not　result　exclusively
rom　VEGF　or　TP　overexpression，　but　rather　that
（4）
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expression　of　VEGF／TP　serves　as　an　indicator　of　the
tumor’s　ability　to　spread　to　distant　sites．　The　results
showed　that　expression　of　VEGF／TP　strongly　correlated
with　tumor　microvessel　counts．　that　seemed　to　be　one　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
the　reason　that　multivariate　analysis　showed　that　mi－
crovessel　counts，　but　not　expression　of　VEGF／TP，　in－
dependently　affected　distant　metastases．　Angiogenesis
is　the　result　of　disruption　of　the　homeostatic　balance
between　a　variety　of　angiogenic　stimulators　and　in－
hibitors2i’一23），　so　it　is　understandable　that　angiogenesis　in
vivo　estimated　by　microvessel　counts　has　been　consistent－
ly　shown　to　be　associated　with　metastases　and　poor
prognosis　in　many　tumor　types2‘’v27），　but　the　significance
of　angiogenic　factors　for　clinical　outcome　has　been
reported　to　be　inconsistenti3Ni5，i7，i8）．
　　Our　results　also　showed　the　differences　between
VEGF　and　TP　expression．　First，　VEGF　expression
but　not　TP　expression　correlated　with　tumor　size　and
lymph　node　metastases．　Second，　VEGF　was　mainly
expressed　in　tumor　cells，　in　contrast，　TP　was　coexpressed
in　both　tumor　cells　and　stroma　cells．　VEGF　is　a
secreted　endothelial　cell　mitogen3），　and　the　failure　of
development　of　a　vascular　system　in　VEGF　knockout
mice　suggested　that　VEGF　might　be　a　first　line　an－
giogenic　factor　through　which　other　factors　acted28・29）．
High　TP　expression　in　stroma　cells，　panicularly　in
macrophages　correlated　with　angiogenesisi5・’6）　and　coex－
pression　of　tTP　and　sTP　supported　the　idea　that　TP
might　play　a　role　in　macrophage－induced　angiogenesis
and　tumor－stroma　interaction，　and　that　tumor　cells
could　amplify　their　angiogenic　activities　by　recruiting　or
activating　macrophages．　Fox　also　proposed　that　TP
was　involved　in　the　remodeling　the　existing　vasculature
of　cancer　stroma30・3i）．　O’Brien　et　al．　demonstrated　that
there　were　two　distinct　angiogenic　pathways　involved　in
different　stages　of　bladder　cancer，　one　was　the　VEGF
pathway　in　early　superficial　disease，　the　other　was　the　TP
pathway　in　invasive　disease32）．　The　mechanism　of　the
interaction　between　VEGF　and　TP　still　remains　unclear．
VEGF　and　TP　share　some　common　stimulators　such　as
hypoxia33・3‘），　and　other　cytokines　such　as　tumor　necrosis
factor　a，　interleukin－135一’37）．　Recently，　TP　was　shown
to　induce　carcinoma　cell　oxidative　stress　and　promote
secretion　of　VEGF　and　interleukin　8，　and　also　induce
matrix　metalloproteinase－138）．
　　In　conclusion，　VEGF　and　TP　are　two　important
factors　cooperatively　functioning　in　tumor　angiogenesis
through　different　pathways．　lnvasive　breast　cancers
expressing　both　VEGF　and　TP，　rather　than　VEGF　or
TP　only，　correlated　with　distant　metastases，　supporting
the　hypothesis　that　integrating　multiple　markers　of
angiogenesis　may　be　more　usefu1　for　predicting　the
clinical　outcome　than　single　biomarkers．
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浸潤性乳癌におけるvascular　endothelial　growth　factor及び
　　　thymidine　phosphorylaseの発現と遠隔転移の関連
播 楽　康
東京医科大学外科学第四講座
（指導：田渕崇文主任教授）
【要旨】Vascular　endothelial　growth　factor（VEGF）及びthymidine　phosphorylase（TP）は有力な血管新生因子として知
られている．我々は浸潤性乳癌におけるVEGFとTPの発現の関連性及びその臨床的な意義を検討した．浸潤性乳癌93
例の手術標本にはVEGF，　TPおよびCD34の免疫染色を行い，　VEGF，　TPの発現，微小血管数：及び臨床病理学的因子と
の関連性を調べた．癌細胞VEGF陽性（VEGF＋）の症例は54例（58．1％）で，癌細胞TP陽性（tTP＋）および問質細胞
TP陽性（sTP＋）の症例はそれぞれ68例，44例（73．1％，47．3％）であった．また，癌細胞VEGFおよびTP両方陽性
（VEGF＋／tTP＋）の症例は45例（48．4％）であった．　VEGF，　tTP，　sTPは互いに相関し，また，それぞれは微小血管数と
著しく関連した．平均微小血管数はVEGF＋／tTP＋groupが，　VEGF＋groupおよびtTP＋groupより著しく高かった．
VEGF発現は腫瘍の大きさ及びリンパ節転移と関連した．tTPとsTPはいずれも臨床病理学的因子との関連性は示唆され
なかった．VEGF＋／tTP＋は腫瘍の大きさ及びリンパ節転移と関連するだけでなく，遠隔転移とも著しく関連した．この
ように，VEGFとTPの双方の発現は，浸潤性乳癌における遠隔転移の予知因子となることが示唆された．
〈Key　words＞VEGF，　Thymidine　Phosphorylase，血管新生，乳癌，転移
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